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噂乳動物初期肱の凍結保存と体外受精
野 上 輿志郎
岡山県総合畜産センター 経営開発部先端技術科
1.は じめ に
人類が使役や食物を目的として飼養してきた家
畜は,増殖と改良を目的とした雌雄の交配作業に
より,生産性の向上が追求されてきた｡この間,
家畜の優れた個体能力の発現をとおして選抜と淘
汰が繰り返され,今日の優良な家畜群が造成され
た｡この雌雄個体の遺伝形質の継承は,.精子と卵
子という成体からすると非常に微細を細胞体の合
体現象である "受精'を介して行われる｡家畜繁
殖技術の進歩は "優良家畜の個体遺伝子をいかに
効率よく子孫に伝承するか'をテーマとして研究
されてきた成果である｡
家畜繁殖技術の歴史にあって,最も画期的とい
われる技術は人工授精である｡ この技術は,それ
までの一頭の雄と少頭数の雌を交配する慣習から,
雄富の精液を人為的に採取し,希釈,保存,運搬,
さらには雌富への授精により,一頭の雄と多頭数
の雌の交配形態への移行を可能とした｡人工授精
技術の普及で,優良雄畜の効率活用が実現し,家
畜の育種改良が一躍して進展した｡以後,畜産分
野においては,より優れた雄富の選抜と共用を中
心とした人工授精技術による増殖と改良の促進が
定着化し,今日に至っている｡ これまで,雌富は
子畜生産のための増殖を主体とした生殖機能によ
り生産評価が為されてきたことから,雄ほどの育
種的評価による厳しい選抜淘汰は受けていなかっ
たといえる｡
一方,受精現象については古くから生物学にお
けるウニやヒトデの軟体生物を材料として研究さ
れている｡こうした研究成果をもとに受精のメカ
ニズムも徐々に解明され,晴乳動物にもその研究
は波及した｡晴乳類の受精卵子,すなわち膳の移
植による子富の生産に成功したのは Heap,W.
(1890)1)で,兎を用いての実験であった｡その後,
種々の畜種で腫移植が試みられ,現在までに羊
(Warwick,B.etal∴1934)2),山羊 (Warwick,
B.&Berry,R.0∴1949)3),豚 (Kvansniki,A;
1951)4),午 (Wilet,E.etal.;1951)5)等で成功
例が報告されている｡
畜産分野で特筆されるのは,Mutter gJ扇.
(1964)6)による牛における非外科的膳移植での子
牛生産例である｡ これにより,腫移植技術は一気
に実用化へ向けての動きが現実化した｡1971年に
はカナダで世界に先駆けて肱移植会社が設立され
た｡さらに,Wilmut,Ⅰ.&Rowson,LE.A.(1973)7)
が牛凍結膳による子牛生産に成功したことで,漢
結精液につ ぐ繁殖技術として注目され,徐々に実
用化技術として定着するようになった｡
一方,膳移植技術は単に繁殖技術としての応用
だけでなく,膳という生命体を人為的に操作しよ
うとする試みも同時に為されるようになってきた｡
例えば,肱の細胞分敵挽作による1卵性双子,坐
体外に取り出された卵子と精子による体外受精虚
千,分離腫と未受精卵子による核融合膳による産
千,さらには遺伝子の組替え肱による異形質発現
産子や膳由来幹細胞の移植肱によるキメラ動物等,
発生工学的手法の導入が盛んに行われるようにな
っている｡ 現在では,家畜の腫移植に関連する基
本技術はほぼ確立されたといってよい状況にある｡
反面,近年肱を利用した新たな研究成果は益々多
く報告される傾向にあり,将来においてはその研
究の進歩はさらに加速されることが予測される｡
本稿では,脹移植技術に少なからず関係のある
繁殖生理学,動物遺伝学,医学あるいは薬学等の
先端技術に係わっておられる方々に多少なりとも
参考になればと思い,畜産における肱移植技術,
とりわけ当センターで実施している牛の膳移植技
術について,その一部を紹介する｡
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2.牛膝移植技術の現況
1)生体由来膳
我が国における肱移植技術の普及は,日本独自
の家畜である和牛の飼養頭数の減少といった社会
的背景によるところが大きい｡当初,国は和牛増
頭対策として受精卵移植技術を事業化した｡すな
わち,和牛を供腫牛とし,乳牛を受腫牛とした技
術体系である｡ 全国的にも,この体系を中心に技
術の普及と定着化が推進されてきた｡
生体由来膳の技術体系を,図1に示した｡大き
く肱の採取と移植,肱の保存といった内容で構成
されている｡ その概要は,次のとおりである｡
(1) 膳の採取及び移植
a.過排卵処理と腫採取
牛は,通常生後10カ月頃に春期到来し,ほぼ20
日周期で発情を繰り返す｡その間,卵巣ではろ胞
発育一排卵一黄体形成一黄体退化が規則正しく行
われる｡ 卵巣でのろ胞の発育は普通 1個で,排卵
間近になると頻繁に鳴いたり,挙動にも落ち着き
がなくなり,陰部が充血してしばしば光沢のある
透明な粘液を付着する等一般に言う発情兆候を現
し,外部からも一見して予知することができる.
過排卵処理は,この発情周期に合わせて図2に示
すスケジュールに沿ってホルモン剤を投与して卵
巣から一度に多数のろ胞を発育一排卵させ,人工
授精してより多くの受精卵を得ようとする技術で
ある｡ 処理を開始するのは黄体期で,卵胞刺激ホ
人工授精
E訊 ∃ 闘
ルモン剤 (FSH)を減量投与して予め小ろ胞を形
成させておき,プロスタグランジンF2α剤(PG)
を投与して黄体の退行を促し,一気にろ胞を発育,
排卵させる｡ 現在では,牛に限らず山羊,緬羊を
はじめ,マウス,ラット,家兎等の実験小動物に
も,これに準じた方法が用いられている｡
過排卵処理して排卵させた卵子は,卵管膨大部
で精子と遭遇して受精する｡ 牛の場合,受精卵子
は卵管を発育しながら下降し,5日目以降に桑実
期まで発育して子宮に到達する｡ 膳の採取は,肱
が完全に子宮に下降して腫細胞を取り囲む透明帯
から脱出する以前の受精後8日目までの腫盤胞期
に行う｡大家畜の牛では,豚等の中小家畜での外
科的な方法は用いず,図3に示したように非外科
的な方法により膳の採取を行う｡すなわち,生殖
道から子宮内にバルーンカテーテルを挿入し,バ
ルーンを空気で膨らませ固定し,潅流液の注入と
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図2 供膳牛への過排卵処理方法
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図1 牛における膳移植の技術体系 (農業図書 :｢家畜の繁殖と育種｣より)
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潅流液 潅流器具
図3 バルーンカテーテルによる膳の採取 (農業図書 :｢家畜の繁殖 と育種｣より)
排出を繰り返す｡膳採取に用いる潅流液には,義
1に示したりん酸緩衝液を基礎媒液として,グル
コー スやピルビン酸といったエネルギー源の他,
抗生物質や肱の粘着性を緩和するための牛血清ア
ルブミン等を加えて修正して使用する｡ 腹腔内で
の潅流操作は,直腸検査により直腸壁をとおして
触診しながら行うが,膳が存在する卵管接合部に
近い子宮深部の還流液をいかに多く回収するかが
採腫成績の良否を決定する鍵となる｡ 肱は,濯流
液を70FEmメッシュに通した残液をディッシュに移
し,実体顕微鏡下で検査して回収し,修正したり
ん酸緩衝液に非働化した子牛血清を20%濃度に加
えた培養液 (保存液)の小滴に集める｡
b.膳 の移 植
採取した膳は,顕微鏡下で形態を観察した後,
膳の品質によりA-Dの4段階に分類する｡通常,
品質の良いAとBランクの品質の肱を移植に用い
る｡ 受膳牛には,供腫牛と同様な性周期 (発情後
7日目)のものを選定する｡ もちろん,健康で繁
殖性に優れた個体が望ましいことは言うまでもな
い｡もし,性周期の一致する個体が見当らない場
合には,黄体期の雌牛を選定してPGを注射すれ
ば,黄体を消長させ,ろ胞の発育を催して3-4
表 1 潅流液の組成
組 成 成 分 mM g/L
NaCl 136.86 8.00
KC1 2.68 0.20
デルベ ッコの CaC12 0.90 0.10
PBS(+) KH2PO ｡ 1.47 0.20
MgC12･6H20 0.49 0.10
NaHPO 4 8.09 1.15
修正 した組成
ピルビン酸 Na 0.33 0.036
グ ル コ ー ス 5.56 1.00
牛 ア ル ブ ミン 3.00
ペ ニ シ リ ン 100IU/ml
ストレプトマイシン 100JLg/ml
二 次 蒸 留 水 1000ml
日日に発情する｡ 事前に処置しておけば供脹牛と
発情を同期化でき,発情後7日目には受腫牛とし
て使用できる｡
膳の移植は,図4のように保存液とともに肱を
充填したプラスチックストロー (長さ12cm,太さ
3mm)を図5の牛専用の移植器 (長さ55cm,太さ
4mm)に装着して受腫牛の膿から挿入し,子宮深
部に膳を注入する｡ この時,注意することは黄体
期の生殖道内は細菌汚染をおこしやすいので,で
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図4 プラスチックストロー -の肱の充項
図5 牛用の腫移植器
表 2 岡山県における牛膝移植による年度別受胎率
新鮮広移植 凍結腫移植
移植頭数 受胎頭数 受胎率 移植頭数 受胎頭数 受胎率
? ?? ?? ?? ?? ?? ?? ????
?
?
? ?? ??
?? ? ??? ?? ??
?
? ?
? ?? ?? ?? ?? ?? ?? ?? ?? ???? ?
?
?? ?? ?? ? ?? ?? ?? ?? ?
????
きるだけ衛生的な操作を心掛けるO
当センターが県内5カ所の家畜保健衛生所を通
じて配布した肱を移植 して得られた年度別の受胎
率を表 2に示した｡採取した肱をそのまま移植す
る場合の新鮮肱移植による受胎率が34% (80/238
頭)で,凍結保存した後に融解して移植する凍結
肱移植が39% (265/679頭)となっており,徐々に
ではあるが年々向上している｡
(2) 肱の凍結保存
肱の長期保存は,精液と同様に凍結して-196℃
の液体窒素中に浸漬して行う｡体細胞等を凍結す
るためのプログラム7 り -1サー (フリー ザー ;写
真 1)が一般的に用いられている｡肱の凍結保存
には,他の細胞と同じくグリセリン等の耐凍剤の
存在を必要とするO耐凍剤としては,グリセロー
写真 1 旺凍結用プログラムフリー ザー
ル (Bilton,R.∫.&Moore,N.W∴1976)8),プ
ロバングイオール (Suzuki,T.e･fal∴1990)9)や
エチレングリコール(堂地ら;1991)10)が主に使用
されている｡
グリセリンを用いる場合の凍結方法は,次のと
おりである｡肱の耐凍剤-の平衡方法は,保存液
で耐凍剤を異なる浪度に希釈 した小滴に10分間隔
で3段階で肱を各々移し,最終的には10%にまで
濃度を高める｡月割ま,図4の移植する際の保存液
の代わりに10%グリセリン添加保存液 (凍結保存
液)とともにプラス+-クストローに充項する｡
た｡20℃に保持したフリー ザーのアルコール冷却
槽に浸潰し,-7℃まで毎分 1℃の速度で温度を下
げ10分間保持するOその間に液体窒素で冷却した
ピンセット等でストローの一部を挟んで凍結保存
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図6 牛膝の凍結方法と融解方法
液に氷晶化を誘起させる｡この操作を植氷と言い,
氷晶点に近い温度域でより柔らかい氷晶形成を促
す目的で行う｡ ストロー内を完全に氷晶化させた
後は,毎分0.3℃の速度で-30℃まで徐々に冷却す
る｡肱細胞内で遊離した状態で存在する細胞内自
由水を冷却しながら脱水することで,氷晶による
機械的な破壕を軽減することができる｡-30℃で10
分間温度を保持し氷晶を安定化させた後,プログ
ラムフリー ザーの冷却槽から液体窒素中にストロ
ーを移して保有する｡ これが,グリセリンを耐凍
剤として用いる場合の一般的な凍結方法で,冷却
速度により緩慢法といわれている｡
これに対して,耐凍剤の濃度を高めたり,数種
類の耐凍剤を混合したりすることにより,冷却を
段階的に行う急速法や,さらに高濃度の耐凍剤を
用いて凍結保存液をガラス化状態に保つ超急速法
が試験的には行われている｡ しかし,現段階では
融解後の膳の生有性において緩慢法に優る結果は
得られていない｡
最近,緩慢法における耐凍剤としてグリセリン
より,細胞透過性の高いプロバングイオールやエ
チレングリコー ルを用いた凍結事例の報告11･12･13)が
多い｡特に,エチレングリコールは細胞透過性が
高いだけでなく,毒性も低いことから,平衡操作
も段階的に行う必要はない｡また,移植時の段階
的に耐凍剤の濃度を減じたり,ショ糖液を用いた
りして行う耐凍剤の除去挽作も不要である｡ この
特性により,ストローを融解して凍結保存液ごと
腔を直接注入できる｡いわゆるダイレクト移植が
可能となる｡ 当センターの小田ら14)(1992)も,エ
チレングリコールによるダイレクト移植で50%に
近い良好な受胎率を得ており,その有効性は実証
されている｡ 今後は,操作が簡易なこのダイレク
ト移植が可能な凍結方法が,徐々に普及するもの
と思われる｡
2)体外受精肱
牛の膳移植技術は,主に生体由来肱により技術
の普及と定着化が推進されてきた｡一方,受精現
象への学術的な探求から体外受精への試みも古く
から盛んになされていた.特に,Bracketetal.15)
(1986)が体外受精膳を移植して慶子を得たこと
で,畜産分野での実用化技術として一躍して注目
されることとなった｡
我が国では,花田ら16)(1985)が最初に体外受精
産子についての成功例を報告した｡さらに,梶原
ら17)(1992)は,完全体外培養系での体外受精膳の
作製に成功した｡これにより,この技術-の取り
組みが,国内でも盛んとなった｡以後,和牛の優
れた鹿肉性を生かした肉牛増産への社会的ニーズ
も手伝って,技術は急速に普及した｡現在では,
我が国は世界有数の｢体外受精技術が普及した国｣
といわれ,その技術水準は高く評価されている｡
その技術体系は,次のとおりである｡
(1) 肱の作製方法
当センターで行っている牛体外受精肱の作製方
法を,表3に示した｡
a.卵胞卵子の採取と成熟培養
と畜場で採取した卵巣を,30℃前後に保温した
滅菌生理的食塩水に浸漬して当センターに持ち帰
る｡卵巣表面の1-5mmの小ろ胞を18G注射針を
装着した5mlのプラスチックシリンジで吸引して,
卵胞卵子を採取する｡ 卵胞卵子を,10%非働化牛
胎児血清添加 HEPES緩衝 TCM-199(FCS加
TCM-199液)のパラフィンオイルを重層した小滴
中に移し,38.5℃,CO25%-Air95%の条件下で
22-24時間の成熟培養を行う｡
b.媒 精
媒精は,Niwa&Ohgoda(1988)18)の方法に準
じて行う｡使用する精子は,凍結精液を融解し,
5mlの10mM ･カフェイン添加タイロー ド液 (10
mM ･Caf加 BO液)で1800回転/分,5分間の
条件で2回遠沈分離して洗浄する｡ この洗浄精子
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写真2 精子懸濁 BO液中の成熟卵胞卵子
表3 牛体外受精肱の作製方法
項 目 材 料 及 び 方 法
(訂 ろ胞卵子の採取 採 取 液 :HEPES緩衝 TCM-199液
(診 成 熟 培 養 培 養 液 :10% FCS加 HEPES緩衝
TCM-199液
培養条件 38.5℃,COっ5% Air950/.
培斐時間 22-24時間
(卦 精 子 の 洗 浄 洗 浄 液 10mM･Caf加 tj()液
遠心分離.1800回転/分.5'J閃,2lLl]
④ 精子の前培餐 培 養 液 5mM･Caf,5JLg/rnl･H印,
10mg/mlBSA力uBo煎
精 子 数 1コ5-L50×108精子/ml
培養条件 :385℃,CO25%-Air95%
培巷時間 3時間
(9 妊 椅 妊和時間 7時間
⑥ 発 生 培 養 培 巷 液 10% CS加 HEPES緩衝
TCM-199液
培馨条件 .38.5℃,CO25%-Air95%
培登日数 ●妊精後6-9日間
懸濁液の精子数を,25.0-30.0×106精子/mlに調整
した後,これに同量の10JLg/mlI-パ 1)ンと20mg/
ml･牛血清アルブミンを添加 したBO液を加え,
成熟培養と同じ条件下で3時間の前培養を行 う｡
媒精は,成熟培養卵子を前培養 した5mM ･Caf,
5/膚/ml･Hep,long/ml･BSA加 BO･精子懸濁
液の小滴に移し,さらに培養を7時間継続する(写
真2)0
精子懸濁液に添加する薬剤のうち,カフェイン
は精子の活力を助長改善する｡また,牛血清アル
ブミンは精子の受精能獲得に有効に関与し,グリ
コサミノグリカンである-バリンは精子の受精能,
すなわちアクロゾーム反応を誘起すると言われて
?
?? ?
?
? ? ? ???
??
???
??
写真3 旺盤胞に発育 した体外受精牛膝 (媒精後 7日目)
表4 妖精後9日目の体外受精促の発育状況
各ステージへの発育旺数日
供試卵数 発育卵数計 (率)● ≦32細胞期 桑実期 旺盤胞
(%) (%) (%)
1043 611(58) 231(22) 233(22) 147(14)
*授精48時間後に2細胞期以上に発育した佐敷
**授精9日日までに停止した発育ステージ毎の旺数
おり,受精率を高める効果がある.
C.発 生 培 養
媒精処理により受精 したろ胞卵子を,10%非働
化子牛血清添加 HEPES緩衝 TCM-199液 (10%
CS加 HEPES緩衝 TCM-199液)で数回洗浄し
た後,パラフィンオイル下の100/Jlの小滴に10-15
個ずつ移 し,小滴底面に単層に発育する卵丘細胞
上で6-9日間共培養を行 う｡なお,培地交換は
小滴から培養液を抜き取った後に補充する要領で,
2日に 1回の間隔で行 う｡受精卵子は,発生培養
を開始して6日日頃には桑実期肱に,7日日頃に
は旺盤胞に発育する (写真3)｡
当センターで作製する際の体外受精肱の発育状
況を,表4に示した｡体外受精胚の発育率,特に
受肱牛-の移植が可能な腫盤胞が得られる率は,
供試したろ胞卵子の14% (147/10439個)で,満足
し得る成績ではない｡より効率的な体外受精肱作
製条件の検討等が,今後に韓された課題でもある.
(2) 隆 の 移 植
体外受精肱の新鮮移植による受胎率は,上田ら
(1988)19) が実施 した野外移植試験では31.8%
25
表5 黄体側子宮角-の移植膳数別受胎率
移植腫数 移植頭数 受胎頭数 (%) 流産頭数 (%)
???? ???? ??? ? ?? ー ? ??? ? ??? ? ? ? ?
? ? ? ?
?
??
? ? ? ?
?
? ??
?
?
(63/198頭),U｣口ら(1992)20)によると32.6%(42/
129頭)であり,生体由来膳と比べても遜色ない受
胎率が得られている｡ 表5は,当センターが実施
した新鮮複数肱移植の成績(野上ら,1992)21)であ
るが,移植肱数が多くなるにつれ受胎率も高くな
るが,同時に流産率も高くなる傾向が認められて
いる｡ 肱移植技術による和牛増産の試みとして,
2肱移植や分割膳移植,さらに人工授精を行った
後に反対の子宮側に肱を移植する後追い移植が推
賞された経緯がある｡ これは,牛の生殖器官が双
角子宮であることを根拠としている｡ しかし,午
の場合,山羊や緬羊等と比べると双胎率はいたっ
て低 く,その子宮自体の胎児許容能から単胎動物
と位置付けられている｡安定的に双子生産を行う
ためには多胎妊娠の維持機構についての基礎的な
究明が必要であろうと思われる｡
(3) 膳 の保 有
体外受精膳の培養系については種々研究され,
より生体内培養に近い培養系を確立するための努
力が続けられている｡ しかし,体外培養系におい
ては桑実期から膳盤胞への発育率や肱盤胞の脱殻
率が生体由来膳に比べ未だ低い｡このことは,体
外での培養系が完全に条件を満たしていないこと
を意味する｡
このためか,体外受精肱を生体由来肱と同様の
方法で凍結保存しても,凍結融解肱の生存性はき
わめて低い｡現在,この体外受精肱の凍結方法に
ついては盛んに研究され,いくつかの有効な凍結
方法も報告されている｡ 当センターでも,それら
の凍結方法を試みたが,報告されているほどの耐
凍効果は得られていない｡その理由として,授精
や培養条件の異なりから生じる体外受精膳の品質
に研究者によるばらつきがあることが考えられる｡
当センターで行っている体外受精膳の凍結方法
は次のとおりで,現時点では最も良好な耐凍効果
表6 体外受精膳の凍結融解後の生存性
耐 凍 剤 供試腫数 生存肱数 脱穀腫盤胞数
(%) (%)
10% EG 53
ll.5%EG 24
10% EG+0.1M Suc. 35
28(53) 14(50)
ll(46) 5(45)
25(71) 14(56)
が得られている｡ 耐凍剤として10%エチレングリ
コールに0.1Mのショ糖を添加したPBS液を凍結
媒液として用い,植氷後に毎分0.5℃の速度で-
30℃まで冷却し,液体窒素中に保有する｡この凍
結方法による体外受精肱の凍結融解後の培養成績
(酔上ら,1992)22)を,表6に示した｡10%エチレ
ングリコールのみによる方法の530/.(28/53腫)に
比べ,ショ糖添加区では71% (25/35膳)と優れた
結果であった｡現在,このダイレクト移植による
野外移植試験を実施中であるが,1肱移植により
50%前後の高い受胎率が得られており,受胎性に
も問題はないと思われる｡
3.旺移植に関する新技術
近年,膳移植関連の新技術には,目を見張るも
のがある｡ 特に,その内容たるや多岐にわたって
おり,従来の畜産学からするとほど遠い生命工学
といった次元にまで研究は進展している｡ 本稿で
は,当センターで取り組みつつある新技術につい
て紹介する｡
(1) 膳のクローニング技術
膳の分割移植は,同じ遺伝子構成をもつ優秀な
肱をより多く確保しようとする発想に基づ く技術
である｡ もし,優良遺伝子をもつ膳を多数複製で
きれば,家畜の育種改良の速度を著しく加速する
ことができるし,膳の低コスト化にもつながる｡
核移植に成功したのは,Briggs&King(1952)23)
のカエルを用いてが最初である｡その後,McGrath
&Solter(1983)24)がマウスで再現性の高い核移
植技術を確立し,今日-の道を開いた｡
膳のクローニング技術の概念を,図7に示した｡
クローニングの方法は図8のとおりで,供核細胞
(カリオブラスト)として8-16細胞期の牛膝を
用いる｡ 膳細胞の分離は,ヒアルロニダーゼを作
用させた後に,ピペッティングして行う｡ 受核細
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8細胞卵子
未受精卵 除核
図7 牛膝のクロ-ニング技術
培養 移植
図8 牛クローニング膝の作製方法
(農業図書 :｢家畜の繁殖と育種｣より)
脂 (サイトブラスト)には,第ⅠⅠ成熟分裂中期の
卵母細胞をマイクロピペットで除核して用いる｡
陰核したサイトブラストの細胞質と透明体との間
隙 (囲卵腔)へ,マイクロピペットでカリオプラ
優良牛コピーの誕生
ストを注入する｡ 除核やサイトブラストへのカリ
オブラストの注入は,倒立顕微鏡下でマイクロマ
ニュビレータ-を操作して行 う ｡ サイトブラスト
とカリオブラストの融合法には,センダイウイル
スやポリエチレングリコールを用いる方法もある
が,当センターでは細胞融合装置での電気刺激に
よる方法を用いている｡核移植肱の賦活化は,電
気刺激による方法が有効なことが報告 (Sims,M.
M.etal.:1991)25) されている. 核移植膳は,体
外受精膳と同様な方法で培養して発育させ,受肱
牛に移植する｡
我が国では,牛島ら(1990)26)と亀山ら(1990)27)
が核移植肱により慶子を得ることに成功したこと
を報告している｡
(2)性判別技術
哨乳動物の性は,精子の染色体構成によって決
定される｡ このため,家畜の雌雄生み分けに関す
る研究は,主にⅩ精子とY精子の分離方法につい
てのものであった｡しかし,近年の腫操作技術の
進展により,肱の性判定技術についての知見も多
く得られるようになっている｡
古くから試みられているのは,膳のバイオプシ
ー材料を染色し,染色体検査で隆を判定する方法
である｡ この他,ラットの雄特異抗体が種を越え
て,雄の後期桑実膳の胞腔腔形成を抑制する作用
を利用する方法等も報告されている｡
本稿では,当センターが取り組みつつあるPCR
(遺伝子増幅)法について紹介する｡
27
この方法は,膳のごく一部を取り出し,細胞核
のDNA(デオキシリボ核酸)を溶出させる｡ これ
をサンプルとして トリス緩衝液中で熟処理し,さ
らに PCR反応でDNA塩基配列を増幅する｡ 一
方,解明された雄の特異的なDNA塩基配列から,
これをもとにプライマーを作成する｡ このプライ
マーとPCR処理したサンプルをアガロースゲル
電気泳動にかけて,雄特有のバンドを紫外線下で
確認する｡
この方法では,プライマーさえ入手できれば,
以外に簡単な機械操作で雌雄の判定が可能なこと
が特徴である｡ しかし,膳からの材料採取や処理
過程における雄由来物質によるコンタミネーショ
ンに充分注意する必要がある.
PCR 法による性判別の試みについては,東ら
(1991)28)や渡辺ら(1992)29)らが,牛月割こおける
性判別の事例を報告している｡ 近年,畜産分野で
もにわかに研究が盛んとなりつつあり,当センタ
ーでも平成5年度から取り組む予定である｡
4.お わ り に
最近の畜産学におけるバイオテクノロジーの急
速な進展には目を見張るものがある｡ 本稿でその
一端を紹介したが,これらの技術にとどまらず,
その技術内容も日々高度化している｡特に,遺伝
子関連においては目ざましいものがある｡
現在では,遺伝子をクローニングしてその構造
解析が進められている｡将来的には遺伝子マッピ
ングにまで研究が進められ,家畜のゲノム解析の
成果が育種改良に応用される日も遠 くないと思わ
れる｡
しかし一方,生産技術としての畜産学を考える
時,農家の高齢化や農村の過疎化,さらには生産
基盤の脆弱化等々,社会構造上の問題点も山積さ
れている｡ 最近の技術進歩とは裏腹に,生産現場
では必ずしも技術進展に充分な対応が為されてい
ない面も多々見られている｡ 今後,生産効率の向
上を図るうえで,この高度化する技術と生産現場
との遠隔現象の是正は,是非とも解消しなければ
ならないことであることは,言うまでもない｡
こうした意味で,生産技術に係わる研究者の一
人として畜産振興のための行政対応とは別に,新
技術を生産現場-より効率よく展開するための研
究も,今後に残された重要な試験課題であろう｡
5.要 約
家畜の繁殖は,この雌雄個体の遺伝形質の継承,
つまり精子と卵子という微細な細胞体の合体現象
である "受精"を介して行われる｡繁殖技術への
取り組みは,生殖現象への技術導入の試みでもあ
る｡ この受精現象については古くから研究され,
現在では哨乳類の膳移植が試みられるまでになっ
た｡さらに,腫移植技術は単に繁殖技術としての
応用だけでなく,発生工学的手法の導入も盛んと
なっている｡本稿では,畜産における膳移植技術,
とりわけ牛の肱移植技術について,その一部を紹
介する｡
1.生体由来肱の採取と移植技術
牛の膳移植技術は,ホルモン剤で過排卵処理し
て一度に多数の受精卵を採取し,他の受膳牛に移
植する技術で,排卵5日目以降にカテーテルを用
いて子宮を濯流して膳を採取する｡ 濯流液にはり
ん酸緩衝液を修正して使用する｡ 肱の検査は,実
体顕微鏡下で行う｡採取した肱は,供腫牛と同じ
性周期 (発情後7日目)の受膳牛の子宮に専用の
器具を用いて移植する｡ 県内の新鮮膳移植による
受胎率は34%で,凍結脹移植は39%であり,徐々
にではあるが年々向上している｡膳の長期保存は,
グリセリン等の耐凍剤の入った凍結保存液ととも
にストローに肱を充填して,プログラムフリー ザ
ーで凍結し,液体窒素中に保管する｡ 最近,耐凍
剤にエチレングリコールを用いることにより,ダ
イレクト移植が可能となり,次第に普及しつつあ
る｡
2.体外受精脹
体外受精膳の作製は,と畜場で採取した卵巣か
ら卵胞卵子を採取して,24時間 TCM-199液中で
成熟培養した後に,タイロー ド液の牛精子懸濁液
中で受精させる｡受精卵子は,成熟培養と同じ条
件下で7-9日間発生培養する｡ 移植可能な体外
受精膳の発育率は,供試ろ胞卵子の14%である｡
体外受精膳の移植による受胎率は,生体由来膳と
ほぼ同じである｡ 体外受精膳は,生体由来肱と同
様の方法で凍結保存すると,凍結融解後の生有性
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はきわめて低い｡当センターでは,10%エチレン
グリコー ルに0.1Mのショ糖を添加した凍結媒液を
用いる凍結方法を採用しており,凍結融解後に71
%の高い生存率が得られている｡ 現在,この凍結
法によるダイレクト移植で,50%前後の高い受胎
率が得られている｡
3.腫移植に関する新技術
近年,腫移植関連の新技術には,日を見張るも
のがある｡特に,その内容たるや多岐にわたり,
生命工学レベルにまで研究は進展している｡ 当セ
ンターで取り組んでいる新技術は,8から16細胞
期膳の割球の1つを卵胞卵子に移植して電気的に
融合させる肱のクローニング技術と膳の一部を取
り出しPCR法によりDNAの塩基配列を増幅さ
せ,雄特異のDNAのプライマーにより雌雄を判
定する技術等である｡
以上,最近の畜産学におけるバイオテクノロジ
ーの一端を紹介したが,その急速な進展には驚く
ものがある｡ 特に,遺伝子関連においては目ざま
しく,近い将来には遺伝子マッピングにまで研究
が進められ,家畜のゲノム解析の成果が育種改良
に応用される日も遠くないと思われる｡
Thereproductionofdomesticanimaliscon-
tinualtonextgenerationbyfertilization.Ⅰn
otherwards,"Fertilization"issymbolicphe-
nomenonofamalgamationisdonebySpermat-
ozoaandOocyte.And,thatissuccessionof
genesbymalesexandfemalesex.Thetrialfor
makingadvancesissameasthetrialfortechni-
calintroductiontosexualreproduction.The
phenomenon, as say "Fertilization",has
continuedtobestudieduntilnow bymany
researchers.Atpresent,theembryotransferin
mammariananimaliscommontechnology.
And,theembryotransferisnotonlyanapplica-
tionofreproductivetechnology,butalsoenthu-
siasticintroductionofdevelopmentalandengi-
neerlngmeans.Ⅰnpresentpaper,Ⅰ'lpartialy
explainaboutthetechnologyofembryotrans-
ferinanimalhusbandry,especialyincattle.
1.Thecolectionandtransfertechnicsof
embryooriginatedfromadultcattle
Thetechnologyofembryotransferinadult
cattleconsistoftechnicsofcolectingembryos
thatadonorcattleissuperovalatedbyhormone
drugsandmanyembryosarecolectedbyflush-
ingatonceafter5daysfrom ovulation,and
technicoftransferringembryothatthecol-
lectedembryosaretransferredtorecipient
cattle,respectively.Usualy,WeuseDulbecco'S
PhosphateBufferthatissupplementwithnutri-
entfactors.Theembryoismonophologicaly
inspectedwithmicroscope.Andthen,thecol-
lectedembryosaretransferredtorecipientsby
instrumentfortransplantationonlythatwere
synchronizedonestruscyclebyhormoneinjec-
tioninadvance.Thepregnantrateofrecipients
byembryotransferinOkayamaprefectureare
34% offreshembryoand39% offrozen
embryo,theyareincreasingfromyeartoyear.
Thecryopresrvationofembryosisdoneas
folows.Atfirst,theembryosareequilibrated
infreezingmedium containingGlycerolasa
cryoprotectant.Afterembryosarefiledwith
freezingmediumintostraw,thestrawisfrozen
byprogram freezer.And,Frozenstraw is
stockedinliquidnitroges.Recently,itispos-
sibletotransferembryotorecipientdirectly
withoutstepwisedilution,becauseofusing
specificdrug,suchasEthyleneglycol,asa
cryoprotectant.Thefreezingmethodwilbe
comingintowideuse,gradualy.
2.Embryoproducedbytechnologyofinvitro
fertilization
lnvitrofertilizedembryo(Ⅰ.Ⅴ.F.)isproduced
asfolow.OocytesareculturedinTCM-199
solutionfor24hoursformaturationthatare
colectedbyplasticsyringefromsmalfolicle
onovaryofslaughteredcattle.Then,matured
oocytesarefertilizedinbovinespermsuspen-
sionofTyrodesolution.Thefertilizedoocytes
areculturedfor7-9daysunderthesamecondi-
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tionascultureformaturation.Thedevelop一
mentalrateofembryos,thatarejudgedtrans-
ferableembryos,is14%oftotal.Thepregnant
ratebytransferofI.Ⅴ.F.issimilarasoneof
colectedembryobyflushing.Ifwe'lcryo-
preservebyfreezingmethodsameascolected
embryosbyflushing,we'lnotobtainhighvia-
bilityofembryosafterthawing.Inourcenter,
Weadoptfreezingmethodbyusingof10%
E仇yleneglycolsolutioncontaining0.1M su-
crose.Thismethodbroughtusgoodresults.
Theviabilityafterthawingwas71%Offrozen
I.Ⅴ.F.inotherwards.Theaverageinveryhigh.
Atpresent,wegethighpregnantratebytrans-
ferofI.V.F.thatisabout50%.
3.Recenttechnologyaboutembryotransfer
Recently,Wearesurprisedatprogressof
technology on concerning embryo transfer.
Especialy,theprogressisspreadtowardvari･
ousdirectionsandthelevelofresearchisvery
high,suchaslifetechnology.Thenew tech-
nologysthatwechalengenowinourcenterare
cloningtechnologyandsex-judgementtechnol-
ogyofembryo.Theformertechnicconsistsof
transferofdividedembryoceltooocytewith-
outnuclearandelectricfusionofit.Thelatter
consistsofincreasingofDeoxyriboNuclear
AcidbyPolymeraseChainReactionandrecog-
nitionbycomparisonofstandardmaleband
withembryoband.
Ihaveintroducedapartofbiotechnology
aboutthelateranimalhusbandry.Simultane-
ously,Ⅰ'm surprised by rapid progress of
research.Especialy,mostofresearchesrelated
toGeneoccupyanimportantposition.Ithink
thatthestudywilreachtomappingofgene
andbringaboutasplendideffectsonimprove一
mentofdomesticanimalsinthenearfuture.
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